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Samenvatting
(Ook voor niet-ingewijden)
Dit proefschrift beschrijft de automatisering van vloeistof-extracties van geneesmiddelen uit
lichaamsvloeistoffen met behulp van een laboratorium robot en de optimalisering van vloeistof-
extracties met wiskundige en statistische technieken (chemometrie). Bijzondere aandacht wordt
in dit proefschrift besteed aan de simultane extractie en analyse van het analyt en de interne
standaard. Methoden zijn ontwikkeld waarmee deze simultane extractie kan worden
geoptimaliseerd, met als voornaamste doel het verbeteren van de kwaliteit van routinematige
analyses. Deze methoden zijn in het laboratorium van Pharma Bio-Research toegepast bij
methode-ontwikkelingsproj ecten.
Hieronder zal een inleiding gegeven worden in de achtergrond van het proefschrift.
Daarna volgt een samenvatting van de diverse hoofdstukken.
In het onderzoek naar het ontwikkelen en testen van nieuwe geneesmiddelen, farmacologísch
ondenoek, speelt laboratorium-onderzoek een belangrijke rol. Het is belangrijk om te weten
hoeveel geneesmiddel (in welke concentratie) zich op een bepaald tijdstip na toediening in het
lichaam bevindt. Op dit tijdstip wordt bij proefpersonen of bij patienten een bloedmonster of
een monster van een andere lichaamsvloeistof (bijvoorbeeld urine of oogvocht) genomen.
Hierin wordt de concentratie vastgesteld met behulp van chemische analyse-methoden.
De laatstejaren wordt steeds meer gestreefd naar betere (betrouwbaarder en gevoeliger)
analyse-methoden. Ten eerste omdat de eisen die worden gesteld door gezaghebbende
instanties (zoals bijvoorbeeld het Ministerie voor Volksgezondheid) steeds hoger worden, maar
ook omdat de hoeveelheid werkzame of actieve stof (het eigenlijke geneesmiddel) in een tablet
of in een andere toedieningsvorm steeds kleiner wordt, vanwege de steeds werkzamer
wordende nieuwe medicijnen. Hierdoor wordt steeds minder toegediend aan patiênten of
proefpersonen, zodat de concentraties in het lichaam lager worden.
Het is dus belangrijk om betrouwbare en gevoelige methoden te hebben. Voor een
contract-research laboratorium is het echter van evengroot belang om over methoden te
beschikken, waarmee men kan concurreren met andere onafhankelijke laboratoria. Daarbij gaat
het niet alleen om de kwaliteit van een analyse-methode, maar speelt ook de factor financiën
een belangrijke rol. De prijs van een analyse is afhankelijk van de bewerkelijkheid van de
analyse-procedure en van de investeringen die zijn gedaan om tot een analyse-methode te
komen. De concurrentie-positie van een contract-research laboratorium kan dus beter worden
als de analyses goedkoop kunnen worden uitgevoerd. Deze concurrentie-positie kan nog verder
versterkt worden door kwaliteit te leveren en door snel de eindresultaten beschikbaar te stellen.
Kwaliteit van chemische analyse-methoden kan voor een groot gedeelte worden uitgedrukt in
getallen. Daardoor is het mogelijk kwaliteit te optimaliseren, dat wil zeggen dat de analyse-
methode zodanig wordt ontwikkeld, dat de kwaliteit optimaal is binnen bepaalde
randvoorwaarden.
Deze drie facetten (kosten van een analyse, kwaliteit van een analyse en de snelheid van
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rapportage) kunnen geoptimaliseerd worden door gebruik te maken van een laboratoium-robot
systeem, waarin een aantal optimaliserings -strategiën zijn aangebracht.
Voordat de concentratie van het geneesmiddel in het te onderzoeken monster gemeten kan
worden, moet vaak een uitgebreide voorbehandeling van het monster plaatsvinden. Het
monster bevat vaak veel componenten (vetten, eiwitten, andere moleculen), die het analyse-
proces storen. De bedoeling van de monstervoorbehandeling is dat het geneesmiddel uit het
monster geïsoleerd wordt en liefst zo zuiver (kwantitatief) mogelijk.
Eén van de meest gebruikte methoden voor het isoleren van geneesmiddelen uit
lichaamsvloeistoffen (waterige vloeistoffen) isvloeistof-extractíe.De laboratorium-robot is zeer
goed in staat om vloeistof-extracties uit te voeren. Bij vloeistof-extracties wordt het monster
(de waterige vloeistof) in aanraking gebracht met een andere, niet met water mengbare,
organische vloeistof (bijvoorbeeld ether ofchloroform of mengsels hiervan). Deze organische
vloeistof wordt de extractie-vloeistof genoemd en heeft meestal een andere dichtheid (hoger àf
lager) dan waterige oplossingen. Het in aanraking brengen van de extractie-vloeistof met het
monster gebeurt door beide vloeistoffen in een reageerbuis of een ander extractievat
(scheitrechter) te brengen, waarna de buis op verschillende manieren geschud kan worden (en
onder bepaalde schudcottdities zoals langzaam of snel; kort of langdurig; zwenken of trillen).
Na de feitelijke extractie ontmengen de waterige vloeistof en de extractie-vloeistof (door het
verschil in dichtheden), eventueel bevorderd door centrifugatie. Er ontstaan nu twee lagen in
de buis; de organische laag wordt geïsoleerd van de waterige laag en wordt gebruikt voor de
verdere analyse.
De extractie-vloeistof dient zo samengesteld te worden, dat het geneesmiddel er goed in oplost,
maar dat andere componenten die zich in de waterige vloeistof bevinden, er niet goed in
oplossen. Door vóór de extractie een zuur, een base of een zoutoplossing aan de waterige
vloeistoftoe te voegen kan het oplossen van het geneesmiddel in de extractie-vloeistofworden
bevorderd. Voor de extractie wordt vaak ook nog een kleine, bekende hoeveelheid van een
andere chemische stof aan het monster toegevoegd. Deze stof lijkt qua chemische structuur
vaak op het eigenlijke geneesmiddel en wordt inteme standnard genoemd. Omdat deze interne
standaard nu in het monster is opgelost, ondergaat ze gedurende de monstervoorbereiding
dezelfde handelingen als het geneesmiddel dat geanalyseerd wordt. In het ideale geval blijft de
verhouding tussen interne standaard dus gelijk tijdens de gehele monstervoorbereiding. Ook
indien tijdens de monstervoorbereiding een deel van het geneesmiddel in het monster verloren
gaat (om redenen die te ver voeren om hier te behandelen) zal de verhouding gelijk blijven.
Door aan het eind van de analyse de verhouding tussen de interne standaard en het
geneesmiddel vast te stellen kan, via een ijkmethode (calibratie), de concentratie van het
geneesmiddel in het oorspronkelijke monster bepaald worden.
Nadat extracties zijn uitgevoerd moet de eigenlijke hoeveelheid geneesmiddel (en de
interne standaard) dat uiteindelijk naar de extractie-vloeistof is overgebracht nog gemeten
worden. In dit proefschrift gebeurt dit met een zogenaamde hoge-druk vloeistofcfuotnatograaf
(Engelse afkz HPLC).
De mate van extractie wordt bepaald door de verclelings-coëfficiënt en wordt vaak
uitgedrukt in recovery. Dit getal geeft het percentage van de oorspronkelijke hoeveelheid van
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het geneesmiddel dat aanwezig was in het monster aan dat is overgebracht naar de extractie-
vloeistof. Het percentage ligt dus tussen 0 (niets is overgebracht van het monster naar de
extractie-vloeistof) en 100 (alles overgebracht). De verdelings-coëfficiënt van een geneesmiddel
heeft voor vrijwel elke extractie-vloeistof een andere waarde. Dit geldt ook voor de interne
standaard. Door de extractie-vloeistof en de schudcondities systematisch te variëren kunnen
de verdelingscoëfficiënten van het geneesmiddel en de interne standaard (en tevens hun
verhouding) geóptimaliseerd worden.
Tot zover het gedeelte voor de niet-ingewijden.
Hoofdstuk 1 beschrijft het gebruik van robots in het analytisch chemisch laboratorium.
Verschillende apparatuur voor laboratorium-automatisering is beschikbaar. De robot is echter
uniek, doordat hij flexibel is ten aanzien van verschillende typen monstervoorbereiding en
analyse-technieken. Robots kunnen worden gebruikt in het analytisch chemisch laboratorium
van de toekomst en zijn in staat de complete route van het monster door het lab te verzorgen.
Introductie van een robot in een laboratorium kan echter veel invloed hebben.
In hoofdstuk 2 worden de fysisch-chemische eigenschappen van vloeistof-extracties
gekoppeld aan de methodiek van experimentele proefopzetten. Een relatie wordt aangetoond
tussen de samenstelling van de extractie-vloeistof (d" organische fase) en de
verdelingscoêfficiënt van een verbinding, welke geëxtraheerd wordt uit een waterige vloeistof.
De eigenschappen van pure oplosmiddelen en van extractie-vloeistoffen die een mengsel zijn
van verschillende oplosmiddelen wordt gegeven door de oplosbaarheidsparameter. De relatie
tussen de oplosbaarheidsparameter en de samenstelling van de extractie-vloeistof kan omgezet
worden naar een model voor proefopzetten voor het optimaliseren van mengsels.
Hoofdstuk 3 behandelt een aantal praktische aspecten van vloeistof-extracties. In het
bijzonder wordt gekeken naar de extractie van geneesmiddelen uit biologische vloeistoffen,
zoals dat wordt uitgevoerd in het vervolg van het proefschrift.
In hoofdstuk 4 wordt het robot-systeem gevalideerd dat wordt gebruikt voor de
monstervoorbereiding van plasma monsters met behulp van vloeistof-extracties en voor on-line
injectie van extracten in de HPLC. De resultaten van de geautomatiseerde methode zijn
vergeleken met de resultaten van een vergelijkbare manuele methode met injectie van extracten
door een monsterwisselaar. Theophylline is gebruikt als teststof. De reproduceerbaarheid en
herhaalbaarheid van de beide methoden zijn vergelijkbaar. De geautomatiseerde methode kan
echter zorgen voor een verdubbeling van de monsterdoorvoer met vermindering van
mankracht.
Hoofdstuk 5 beschrijft de software-module die is ontwikkeld en geimplementeerd in de
besturingssoftware voor de laboratorium-robot. Deze module houdt de automatische
monstervoorbereiding en de kwaliteit van het on-line HPlC-systeem voortdurend in de gaten.
Fouten in de monstervoorbereidingsprocedure, fouten van menselijke oorsprong en
verminderingvan chromatografische kwaliteit kunnen vastgesteld worden. Inzo'n geval staakt
de robot de monstervoorbereiding en de injectie van extracten in de HPLC. Zodra de fouten
hersteld zijn kan de robot zijn taken voortzetten. De software is gevalideerd met behulp van
een serie routinematige analyses van theophylline.
In hoofdstuk 6 wordt de optimalisering van een HPlC-systeem voor de scheiding van
twaalf sulphonamides beschreven. De robuustheid van het geóptimaliseerde systeem is daarna
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getest onder routinematige omstandigheden. De conclusie is dat, ondanks aanzienlijke variatie
in de capaciteitsfactoren van de sulphonamides, de variatie van het scheidend vermogen van
het systeem aanvaardbaar is. Het geóptimaliseerde systeem is gebruikt voor de bepaling van
de recovery van de sulphonamides in hoofdstuk 8 en 9.
In hoofdstuk 7 zijn twee procesvariabelen (factoren) en drie mengselvariabelen (drie
zuivere oplosmiddelen) geselecteerd. Aangenomen is dat deze variabelen een belangrijke rol
spelen in de verdeling van een geneesmiddel tussen twee niet-mengbare vloeistoffen.
Procesvariabelen kunnen gemodelleerd worden met modellen voor factoriêle proefopzetten.
Om mengselvariabelen en factoren tegelijk te modelleren zijn gecombineerde modellen en
proefopzetten geïntroduceerd. De eigenschappen van gecombineerde designs en modellen zijn
beschreven en methoden om modellen te evalueren zijn gegeven.
Hoofstuk 8 beschrijft de modellering van zowel procesvariabelen en mengselvariabelen
bij de vloeistof-extractie van een groep van sulphonamides en een groep tricyclische amines uit
plasma. Hierbij wordt gebruik gemaakt van regressiemodellen en bijbehorende gefractioneerde
experimentele proefopzetten. De resultaten laten zien dat de in hoofdstuk 7 geselecteerde
variabelen geschikt zijn voor deze modellering. Mengsels van de geselecteerde zuivere
oplosmiddelen geven hogere recoveries dan zuivere oplosmiddelen. Interactie tussen
procesvariabelen en mengselvariabelen is aangetoond. Ook is geconcludeerd dat verbindingen
die qua structuur grote gelijkenis vertonen, toch een verschillend extractiegedrag kunnen
vertonen in een ternaire extractie-vloeistof. Deze informatie is sebruikt in het onderzoek in
hoofdstuk 9.
In hoofdstuk 9 worden de gemiddelden, de experimentele fouten en de correlatie tussen
de experimentele fouten van de recoveries van zes sulphonamides geanalyseerd. Deze
sulphonamides zijn tesamen geëxtraheerd uit plasma met tien verschillende samenstellingen
van de extractie-vloeistof. De gegevens lieten zien dat de correlatie tussen de recoveries van
twee of meer verbindingen, die qua structuur veel gelijkenis vertonen, sterk afhankelijk is van
de gekozen samenstelling van de extractie-vloeistof. Dit betekent dat de selectie van de
extractie-vloeistof belangrijk is voor de ontwikkeling van nauwkeurige en reproduceerbare
analyse-methoden. Selectie van de onjuiste (samenstellingvan de) extractie-vloeistof kan fouten
introduceren in methoden met interne standaard calibratie die groter zijn dan fouten in
methoden met externe standaard calibratie. Om deze hypothese te onderzoeken zijn de
gegevens gebruikt om routinematige analyse te simuleren voor elke sulphonamide afzonderlijk
met externe standaard calibratie en met interne standaard calibratie. De methode aldus
voorgesteld is geschikt voor het selecteren van juiste combinaties van samenstelling van de
extractie-vloeistof en, indien nodig, de interne standaard.
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